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摘要 ， 利 用 原 位 杂交 和 免疫 组 化 的 方法 对 小 鼠 胎 盘 中 的 TGF - (transform growth factor-B) mRNA 和 蛋白 质 
进行 检测 ， 结 果 显 示 : 在 姓 媒 第 7.5~9.5 天 .TCF -8 主要 在 子 窜 晓 膜 中 表达 ， 而 且 表 达 逐 渐 增 强 。 说 明 这 一 
时 期 TCF -PB 的 作用 主要 是 控制 洲 养 层 细 胞 的 侵入 、 这 种 控制 是 通过 对 PA (plasminogenin activotor) 和 MMP 
(matrix metalloproteinase) 两 类 主要 的 细胞 外 蛋白 水 解 酶 的 捉 制 作用 来 实现 的 。 到 妊娠 10.5 天 时 ， 滋 养 屋 巨 细胞 
明显 表达 TGF -B mRNA 和 和 蛋 白质 .这 与 其 功能 的 转换 是 一 致 的 。 因 为 此 时 的 滋养 层 巨 细胞 体积 变 大 ,停止 增 
殖 ， 其 功能 也 从 侵 人 型 向 内 分 泌 型 转换 。 海绵 滋养 层 细胞 从 第 9.5 天 开始 表达 TCF - B mRNA., M TCF -抗原 
从 第 10.5 天 开始 出 现 ， 第 11.5~ 12.5 天 . TCF -8 mRNA 的 表达 达到 最 高 ， 此 时 的 TGF -的 作用 是 调控 胎儿 
血管 的 形成 。 另 外 ，TGF - 日 对 免疫 系统 有 强烈 的 捉 制 作用 ， 妊 娠 中 后 期 海绵 滋养 层 细 胞 可 能 通过 大 量 表达 TCF 


-8 以 调节 局 部 免疫 ， 避免 母 体 对 胎儿 的 免疫 排斥 - 


FRA: 转化 生长 因子 ;小 鼠 ; 胎盘 ; RHA: BARKS: 滋养 层 巨 细胞 


中 图 分 类 号，0Q942 ”文献 标识 码 : A 


转化 生长 因子 - B (TGF - 8) 是 一 种 多 功能 的 
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Phylogenetic Relationships among Tetrahymena shanghaienisis and two Strains 
of Tetrahymena thermophila Inferred from ITS-1 Sequences 
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Abstract: Phylogenetic 
strains of Tetrahymena (i.e. 7 . shanghaienisis, T .th- 
ermophila [[ and 7. thermophila V|) were investigated 
using sequences of the first internal transcribed spacer 
region (ITS-1) of ribosomal DNA (rDNA). Amplified 
rDNA sequences consisted of 221 bases of the flanking 


relationships among three 


18S and 5.85 regions, and the entire ITS-1 region 
{169 or 172 bases). There were 5 variable bases a- 
mong three strains in the 18S region and 16 variable 


bases in the ITS-1 region. The affiliation of them were 
assessed using both Neighbor-joining (NJ) and maxi- 
mum parsimony (MP) analyses. Variations do exist in 
the phylogenies created by the two methods. However. 
the basic tree topologies are consistent. In both the NJ 
and MP analyses, 7. shanghatentsis diverge from the 
ancestor of Tetrahymena earlier than T. thermophila II 
and 7. thermophila YL, which show that the selfer 
might be primitive. 
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切 的 关系 (Lawrence , 1996; Massague , 1990); if 4 IE 
常 组 织 都 能 产生 TGF -B, 血 小 板 和 胎盘 中 尤其 丰富 
(Assosian & Spom.1986)。 由 于 细胞 类 型 和 体内 微 
环境 不 同 ,TGF -PB 的 作用 也 不 相同 。TGF - 8 的 正 
常 表达 可 以 促进 或 抑制 生长 ,调节 发 育 , 参 与 炎症 和 
组 织 修复 过 程 ({ Moses & Serra,1996); 而 过 量 表达 则 
具有 破坏 性 ,通常 会 导致 胎儿 在 子宫 内 死亡 或 出 生 
后 立即 死亡 (Wahl.1994)，, 

小 鼠 且 胎 类 四 细胞 时 期 就 开始 表达 TGF -8; 
而 肚 泡 阶段 只 有 滋养 外 有 凸 层 表 达 ， 内 细胞 团 未 见 表 
达 (Slager etal., 1991); 第 6.5 KAR WH 
ik TGF -B (Manova. 1992); EE, $RARRAM 
FREER PRA TGF -8, aR. FRA SI AR 
RELEE, MERER 5.5 ~ 9.5 天 表达 TGF - 8 
(Montuenga et al .，1998)。 而 小 鼠 胎 盘 形 成 中 后 期 
TGF - 8 的 表达 尚 无 系统 研究 报道 ， 本 实验 运用 原 
位 杂交 和 免疫 组 化 的 方法 对 TGF - BmRNA 和 蛋白 
质 在 小 鼠 怀 孕 中 后 期 胎盘 中 的 表达 和 分 布 进行 了 研 
究 ， 使 人 们 对 这 种 生长 因子 在 胎盘 形成 过 程 中 的 作 
用 有 更 全 面 的 认识 。 


1 材料 与 方法 


1.1 实验 动物 与 试剂 

昆明 小 白鼠 由 中 国 科学 院 遗 传 研 究 所 实验 动物 
中 心 提 供 。 小 鼠 饲 养 于 人 工控 制 条 件 下 (每 天 12h 
光照 ), 可 自由 引水 、 取 食 ， 以 发 现 阴道 恰 的 当日 作 
为 妊娠 第 1 天 。 分 别 在 妊娠 第 7.5 ~ 14.5 天 处 死 动 
物 , 收 集 胎 盘 . 固 定 于 福 尔 马 林 固 定 液 中 . 组织 以 常 
规 方 法 石蜡 包 埋 ,切片 (6 pm) ,并 贴 附 于 APES 预 处 
理 的 载 玻 片 上 , 作 原 位 杂交 和 免疫 组 化 。 限 制 性 内 
切 酶 BamH 工 LR6021》、NBT、BCIP(S3771 ) 均 购 自 
Promega 公司 ; 抗 地 高 辛 抗体 (1098519) 和 阻 断 剂 
(1096176) 购 自 Boehringer 公司 ;TGF -和 多 克隆 抗 
fE (se - 146) \ 碱 性 磷酸 酶 标记 的 二 抗 (2B - 2308). 
正常 山羊 血清 (ZL - 9020) 均 购 自 中 山 公司 。 
1.2 原 位 杂交 

TGF-B 针 参照 Lio et al. (1998) 的 方法 制 
备 。 原 位 杂交 参照 Schaeren & Gerfin (1993) 的 方 
法 进行 。 | 
1.3 免疫 组 化 

石蜡 切片 经 二 甲 芋 脱 腊 ， 然 后 经 下 行 酒精 复 
7k, PBS St. WHE 3% WY H0760% PE p H 
育 lOmin, KG AME BARS Ae, PBS it 


次 .用 5% 的 正常 羊 血清 封闭 20 min。 免 疫 组 化 参 
BA Yan et ai. (1999) 的 方法 ， 对 照 用 标准 的 lgG 
代替 一 抗 。 本 实验 用 碱 性 磷酸 酶 标记 的 二 抗 代替 生 
物 素 标记 的 二 抗 ， 显 色 底 物 用 BCIP/NBT 代替 
DAB. 因而 免疫 组 化 的 阳性 信号 为 蓝 色 ， 


2 结 果 


2.1 MBAR ROR A TGF -f mRNA 的 表达 

如 图 1 所 示 ,小 鼠 胎 盘 形 成 过 程 中 TGF - B mR- 
NA 的 表达 有 时 间 和 空间 特异 性 。 在 妊娠 第 7.5 ~ 
9.5 天 ,TGF - BmRNA EMR PRA APHIS 天 
表达 最 强 ; 所 产生 的 有 生物 活性 的 TGF - B 参与 对 
滋养 层 细胞 侵入 程度 的 控制 、 滋 养 层 巨细 胞 在 第 
10.5 天 表达 TGF -B mRNA, 此 时 的 滋养 层 巨 细胞 
已 经 逐渐 失去 侵 人 能 力 ,其 功能 向 内 分 说 型 转换 。 
海绵 滋养 层 从 第 9.5 天 开始 表达 TGF - pmRNA ,在 
第 11.5~ 12.5 天 达到 最 强 ,之 后 仅 个 别 海绵 滋养 层 
细胞 团 块 继续 表达 。 这 些 表达 TCE -8 的 海绵 滋养 
层 细胞 位 于 母 胎 界面 胎儿 侧 , 到 第 11.5 天 可 见 表达 
TGF - B 的 滋养 层 细胞 围绕 着 胎儿 新 生 血 管 。 
2.2 小 鼠 胎 盘 形 成 过 程 中 TGF -抗原 的 表达 

免疫 组 化 结果 显示 【图 2)， 小 鼠 胎盘 中 TGF 
-8 抗原 的 表达 与 mRNA 的 变化 情况 基本 一 致 。 妊 
娠 第 7.5 ~ 9.5 RRM RIA TGF - 8 抗原 ， 且 表达 
逐渐 增强 。 第 10.5 天 ,滋养 层 巨 细胞 表达 TGF -8 
抗原 。 第 10.5 ~ 12.5 天 海绵 滋养 层 表 达 TGF -8 
抗原 。 与 mRNA 的 表达 相 比 ，TGF -BB 抗原 的 分 布 
更 为 广泛 。 
3 讨论 

原 位 杂交 和 人 免疫 组 化 的 铺 果 都 显示 .在 妊娠 第 
7.5~9.5 天 ,TGF 一 PB 主要 在 子宫 蝶 膜 中 表达 ,而 且 
表达 逐渐 增强 。 这 就 说 明 , 此 时 TGF -BB 的 作用 可 
能 主要 是 控制 滋养 层 细 胞 的 侵入 ,因为 TGF -8B 对 
PA 和 MMP 两 类 主要 的 细胞 外 蛋白 水 解 酶 均 有 抑制 
作用 , 它 促进 PAL -1 的 表达 从 而 掉 制 uPA 活性 
(Graham et al.,1994); 同 时 ,TGF -8 还 可 以 搞 制 
MMP -1.3.9 的 表达 (Delany & Brinckerhoff, 1992), 
并 诱导 TIMP - 1 的 表达 (Graham & Lala, 1991), 5 
外 ,TCF -8 还 能 诱导 细胞 表面 整合 素 的 改变 (1]vring 
& Lala,1995) 和 滋养 层 细胞 的 分 化 (Graham et al., 
1992) ,这 些 也 影响 着 流 养 层 的 侵 人 。 

第 10.5 天 时 ,滋养 层 巨 细胞 体积 达到 最 大 ， 
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图 1 小 鼠 胎 盘 中 TGF - B mRNA 的 表达 
Fig.1 Localization of TGF-B mRNA in murine placenta 
A.7.5 天 (day 7.5); B.8.5% (day 8.5); C.9.5 K (day 9.5); D.10.5 天 (day 10.5), E.11.5 K (day 11.5); F.12.5 K 
(day 12.5); G.13.5 K (day 13.5); H.14.5% (day 14.5), 


de; SAR (deciduas). sp, MFJ (spongiotropboblast), gi: HIE AWM (trophoblast want eell)。 各 图 均 放 大 200 fF (all 
photographs are shown at 200 x ). 
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图 2 DARA TGF -BB 抗原 的 表达 
Fig-2 Localization of TGF-B antigen in murine placenta 
A.7.5K (day 75); B.B.5 天 (day 8.5); C.9.5 K (day 9.5): D.10.5 R (day 10.5): E.12.5 K (day 12.5); 了 .13.5 天 
(day 13.5). 
de: SK (deciduas), ap; ERARE (spongiotrophoblaat), gi; 滋养 层 巨细 胞 (trophoblast gant cell), PAH RK 200 fF fall 
photrgraphs are shown at 200 x )。 


HERAA {Muntener & Hsu, 1977); 同时 ,其 
THRE th, MR A N i] AN 3p BAY HE BR (Soares et al., 
1996)。 此 时 的 滋养 层 巨细 胞 表达 TGF - BmRNA 和 
蛋白 质 ， 这 与 其 功能 的 转换 是 一 致 的 ; 因此 ， 成熟 
的 绒毛 尿 囊 胎盘 中 的 汶 养 层 巨 细胞 不 但 自身 失去 盆 
入 能 力 ， 而且 还 可 能 通过 分 泌 TGF - 8 控制 母 胎 界 
TE Rh Pie Ha Be Fe ae AT A A ZA 
海绵 滋养 层 组 胞 从 第 9.5 天 开始 表达 TGF - 
BmRNA、 而 TCF - 8 抗原 从 第 10.5 天 开始 出 现 


{图 1、2)。 第 11.5~ 12.5 天 ，TGF - BmRNA 的 表 
达 达 到 最 高 ， 同 时 ，TCF -8 抗原 的 分 布 更 加 弥散 ， 
这 提示 海绵 滋养 层 细胞 来 源 的 TGF -上 可 能 通过 自 
分 泌 和 旁 分 说 的 方式 发 挥 作用 。 男 和 外，Sharma 
(1998) 指出 ， 小 鼠 妊 娠 后 期 滋养 层 细胞 侵入 能 力 
明显 降低 ， 这 可 能 是 由 于 滋养 层 细胞 分 说 的 TGF - 
BB 负 反馈 介 导 的 。TGF -8 对 血管 发 生 有 双重 作用 : 
低 剂量 的 TGF -8 发挥 正 协 同 作用 ,促进 血管 内 皮 
细胞 的 侵入 和 迁移 ， 这 可 能 是 通过 其 激活 素 受 体 样 
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激酶 - 5 (activin receptor-like kinase 5, ALKS) 实 
现 的 ; 而 高 剂量 的 TCF -B 则 通过 (ALK1) 抑制 
内 皮 细 胞 的 迁移 ， 促 进 基 膜 的 形成 (Oh et al., 
2000), Pepper et af. (1990) 发 现 bFGF 能 使 血管 
内 皮 细 胞 中 uPA/PAI - [的 平衡 偏向 于 uPA， 诱 导 
内 皮 细 胞 迁移 和 血管 芽 的 形成 ; TGF -BB 则 使 内 
皮 细 胞 中 PAPAL- ATHE PAl - 1， 进 而 诱 
导 新 生 血 管 的 定向 生长 并 成 熟 。 第 9.5 天 之 后 ， 由 
PR BEE FR ER BF ot KE a RHR A 
迷宫 ， 形 成 大 量 胎 儿 毛 细 血 管 。 同 时 ， 胎 儿 和 毛细 血 
管内 皮 细 网 与 滋养 野 之 间 以 及 细胞 滋养 层 与 合 胞 体 
注 养 层 之 间 均 有 基 腊 存在。 由 图 1E 可 见 ， $ I.5 
天 时 ， 表 达 TGF -B mRNA 的 海绵 滋养 层 细 胞 团 块 
包 绕 着 胎儿 新 生 血 管 。 这 时 胎儿 血管 内 皮 细 胞 一 方 
面 随 着 滋养 层 的 侵 人 继续 向 前 迁移 :， AAW. B 
发 芽 的 新 生 血 管 则 定向 生长 并 趋 于 成 熟 ， 因 此 ， 海 
绵 滋养 野 表 达 的 TGF -B 对 于 胎儿 血管 发 生 究竟 产 
生 何 种 作用 ， 仍 需 进 一 步 验证 。 我 们 推测 ， 由 于 表 
ik TGF -8 的 海绵 滋养 层 细胞 位 于 母 胎 界面 胎儿 
侧 ， 因 此 这 里 较 高 的 TGF -8 浓度 可 能 有 利于 已 发 
芽 血 管 的 定向 生长 和 成 熟 ; 而 以 旁 分 泌 方 式 扩 散 至 


母 胎 界面 处 的 TGF -8 浓度 较 低 ， 有 利于 诱导 内 皮 
细胞 向 前 迁移 ， TGF - 8 通过 调节 细胞 分 化 ， 侵入 
和 血管 发 生 影响 胎盘 的 形成 (Morrish et al., 
1998}, 

Sob, TGF -B 对 免疫 系统 有 强烈 的 抑制 作用 
(de Visser & Kast，[999)。 肿 瘤 细 胞 通过 分 党 TGF 
-B 可 以 阻 断 激活 的 淋巴 细胞 增殖 ， 并 防止 目 身 被 
细胞 毒 T 淋巴 细胞 和 NE 细胞 裂解 (Fakhrai et al., 
1996; Tada et al., 1991), BHA MRR A 
胞 无 免疫 原 性 ,但 在 随后 的 胎盘 形成 过 程 中 ， 
MHC 了 型 杭 原 重新 出 现在 海绵 滋养 层 和 迷宫 滋养 
(Lala et af.，1984)。 肿 瘤 和 及 胎 在 体内 均 可 逃 
避免 疫 系统 的 监控 ,因此 妊娠 中 后 期 海绵 注 养 层 细 
胞 可 能 通过 大 量 表达 TCR - B 以 调节 局 部 免疫 ， 吉 
免 对 胎儿 的 排斥 反应 发 生 。 

总 之 ， 在 小 鼠 胎 盘 形 成 中 后 期 ，TGF - 8mRNA 
和 和 蛋白质 在 旷 膜 和 滋养 层 中 的 特异 表达 显示 : TGF 
-月 可 能 参与 调控 注 养 层 细 胞 的 侵 人 和 诱导 胎儿 绒 
毛 血管 的 定向 生长 和 成 熟 ， 另 外 ，TGF -BB 可 能 使 
胚胎 免 受 母 体 免 疫 系 统 的 排斥 。 但 是 ， 关 于 TGF - 
B 在 胚胎 着 床 过 程 中 的 作用 ， 还 需要 深入 研究 。 
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Abstract. Expression of TGF-8 mRNA and protein in 
mouse placenta was detected using in situ hybridization 
and immunohistochemistry. The results showed that 
TGF-8 mRNA and protein were mainly detected in the 
deeiduas between D7 .5 and D9.5 of pregnancy and the 
expression gradually decreased. The data indicate that 
TGF-8 might be involved im regulation of trophoblast in- 
vasion during this period and may act through inhibiting 
the aetivity of two types of extracellular proteinase, 
PAs and MMPs. On D10.5 of pregnancy. trophoblast 
giant cells expressed TGF-B mRNA and protein. This 


was consistent with the fact thal the trophoblast giant 
cells stoped to proliferate and invade at this lime. On 
D9,5, spongiotrophoblast cells began to express TGF-B 
mRNA, while its protein was detected in these eells on 
D10.5, and the expression of TGF-8 mRNA reached 
the peak level between DI1.5 and D12.5 indicating it 
maybe also involved in regulation of the formation of fe- 
tal vaseulature during this period. Furthermore, the 
maternal tolerance to fetal semi-allograft was partly at- 
tributed to the expression of TGF-8, because TGF-B 


could inhibit the maternal immune system. 
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phoblast cell; Trophoblast giant cell 


